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بررسی آلودگی میکروبی کنسروهای رب گوجه‌فرنگی در ایران و جداسازی و شناسایی 


00106۵ ]۸۷:۵۵ به روش ۳۵ 


معصومه اطهری نیا "*- نسرین ذوالنوریان۲- ساره داورزنی " 


تاریخ دریافت: ۱۴۰۱/۰۹/۲۰ 


تاریخ پذیرش: ۱۴۰۱/۱۱/۲۳ 


چکیده 

رب گوجه‌فرنگی یکی از فرآورده‌های فرآوری شده گوجه‌فرنگی است که ماندگاری طولانی دارد و به‌عنوان یک ماده غذایی مهم در سراسر جهان استفاده 
می‌شود. بر اساس آمارهای جهانی» ایران جزو ده تولیدکننده برتر رب گوجه‌فرنگی در جهان است. ایران در زمینه تولید رب گوجه‌فرنگی در رتبه چهارم تا پنجم جهان 
قرار دارد. باکتری ۸116۱100261115 به‌عنوان یک خطر برای صنایع غذایی پاستوریزه اسیدی در نظر گرفته می‌شود. این باکتری‌ها از طریق میوه‌های آلوده به 
خاک تحهیزات تولید کارخانه‌ها وارد محصول شده و در نهایت متابولیت‌هایی مانند گایاکول تولید م ی کند و باعث ایحاد طعم نامطبوع در محصول می‌شود. به‌منظور 
بررسی آلودگی میکروبی کنسروهای رب گوجه‌فرنگی در کشور» ۴۶ نمونه کنسرو رب گوجه فرنگی به میزان ۱۸۴ قوطی ۸۰۰ گرمی از بازار خریداری شد. در خصوص 
خرید نمونه از بازاره سعی شد برای هر نمونه تاریخ تولید و سری ساخت متفاوتی خریداری شود (۴ قوطی کنسرو برای هر برند از هر سری تولید). نمونه‌های خریداری 
شده برای انجام آزمایش‌های مربوطه به آزمایشگاه گروه میکروبیولوژی پژوهشگاه استاندارد ارسال شد. هم‌زمان» محیط کشت‌های ۸۵۸۵, 05۸ برای کنترل 
عملکرد مورد آزمون قرار گرفتند. نمونه‌های کنسرو رب گوجه‌فرنگی در دمای ۶۱۹6 ۳۰۴ به مدت ۱۴ روز و دمای 0۱۴6 ۵۵۴ به مدت ۷ روز گرمخانه‌گذاری 
شدند. محتوبات هر دو نمونه آزمونه به‌طور جداگانه برای باکتری‌های ترموفیل, باکتری‌های مزوفیل» کپک و مخمر مورد آزمون قرار گرفتند. از ۴۶ نمونه تهیه شده 
با تاریخ‌های و سری‌های ساخت متفاوت ۲۸ نمونه از نظر آلودگی به باکتری‌های مقاوم به اسید ترموفیل مثبت بودند. با توجه به تعداد نمونه‌های آلوده مشخص شد 
که ۶۰,۸۶ درصد از نمونه‌ها آلوده با باکتری‌های مقاوم به اسید ترموفیل بودند. کلنی‌های رشدیافته روی محیط کشت 1/۸ از نظر مورفولوژیکی مورد بررسی قرار 
گرفتند. برای بررسی‌های بیشتر رنگآمیزی گرم انجام شد. تمام کلنی‌های رنگآمیزی شده از نظر مورفولوژیکی شکل باسیل‌های میله‌ای شکل گرم مثبت را نشان 
دادند. شناسایی گونه‌های ۸1:66/00611/:»5 بوسیله آزمون‌های بیوشیمیایی شامل کاتالاز و اکسیداز انجام گرفت. تمام کلنی‌های رشد يافته کاتالاز مثبت و 
اکسیداز منفی بودند. شناسایی نهایی گونه با انجام آزمون‌های مولکولی بر اساس آغازگرهای اختصاصی طراحی شده از ژن ۵116761002611105 انجام شد. این 
آزمون‌ها در سه مرحله استخراج ۸( ژنومی» واکنش زنجیره‌ای پلیمراز و الکتروفورز انجام شد. با استفاده از روش )۳ کلنی‌های رشدیافته از نظر دو نوع 
باکتری :۵6۱40601061 »۸۵6۱006 و و008 ]801 مورد بررسی قرار گرفتند. با توجه به نتایج به‌دست آمده از توالی‌یابی با آغازگرهای 
طراحی شده در پایگاه داده 4۷6/121 شباهت ۱۰۰ درصدی با توالی‌های ثبت شده که همگی سویه‌های مختلف گونه 6۱006014075 عااتع»۸۱:۵10۳ 
هستند. نشان داد. هیچ‌یک از کلنی‌ها به‌عنوان گونه 6008:0075 ]20611 شناسایی نشد. از آنجایی که باکتری 06006011075 ]۸10/۵61 برای 
اولین‌بار از خاک جدا شد. وجود این باکتری‌ها در محصول نشان‌دهنده آلودگی مواد اولیه به خاک است. در اين تحقیق وجود باکتری آلیسایکلوباسیلوس در کنسرو 
رب گوجه‌فرنگی تایید شد. با توجه به مقاومت حرارتی بالای این باکتری» احتمال وجود باکتری‌های آلیسایکلوباسیلوس در تمامی مراحل تولید رب گوجه‌فرنگی که 
از طریق خاک وارد محصول شده‌انده وجود دارد و دمای پاستوریزاسیون (0 ۳ ۹ ٩۵‏ در ۲۰ دقیقه) در از بین بردن کامل این باکتری موّثر نیست. اکثر باکتری‌های 
مقاوم به اسید ترموفیل مانند خانواده ۸110701002611106 باکتری‌های بیماری‌زا نیستند و وجود آنها در غذا ممکن است طعم بد یا بدبوی غذا را ایجاد کند اما 
خطری برای سالامت مصرف کننده ندارد. 


۱- هیأت علمی گروه پژوهشی میکروبیولوژی و بیولوژی» پژوهشکده صنایع غذایی و فرآورده‌های کشاورزی, پژوهشگاه استاندارده ایران 
(#- نویسنده مسئول: 12۲0.26.1۲ صه)و همه هتفه :اتف 
۲- کارشناسی ارشد میکروپیولوژی» اداره کل استاندارد استان کرمانشاه 
۳- کارشناس مسئول گروه میکروبیولوژی و بیولوژی, پژوهشکده صنایع غذایی و فرآورده های کشاورزی, پژوهشگاه استاندارد ایران 
013-2 0.22061 01.0۲82/1 :0۹ 


۷۳۸ نشربه پژوهشهای علوم و صنایع غذابی ایران» حلد ۱٩‏ شماره ۵. آذر-دی ۱۴۰۲ 


واژه‌های کلیدی: باکتری ترموفیل» رب گوجه‌فرنگی» 606014071:05ه ساااعهط۸۱۵09 ۳0۴ 


مقدمه 

رب گوجه‌فرنگی یکی از محصولات فرآوری شده گوجه‌فرنگی است 
که ماندگاری بالایی دارد و به‌عنوان یک ماده غذایی مهم در سراسر 
جهان استفاده می‌شود. شیوع فساد در رب تفاله و آب گوجه‌فرنگی 
تقریباً هر سال رخ می‌دهد. ارگانیسم ایجاد کننده این نوع فساد برای 
اولین بار توسط 36777 در سال ۱۹۲۱ جداسازی و به‌عنوان .8 
5 نامگذاری شد (1933 ,6777ظ). 


در سال ۱۹۸۶ گزارشی مبنی بر فساد آب سیب پاستوریزه صنعتی 
در آلمان منتشر شد که در طی آن مشخص شد باکتری‌های ترموفیل 
در اين فساد نقش دارند. پژوهش‌های بعدی انجام شده روی این 
میکروار گانیسم‌ها مشخص کرد که امکان زنده‌مانی آنها بعد از 
پاستوریزاسیون وجود دارد (1998 ,5567عماداانا00). گستره دمایی 
۲۰۳-6 و ۳ حدود ۲,۵ برای رشد این باکتری ها مناسب می 
باشد (2005 ,.۵1 ۶۶ 260 2172۷>). 
این میکروارگنیسی‌ها برای اولین بار در سال ۱۹۶۷ در ژاپن از 
چشمه‌های آب گرم جدا شدند (1967 ,مصنطهنا). اولین گزارش از 
جداسازی اسپور باکتری‌های ترمواسیدوفیل از غذاهای اسیدی فاسد 
تیمار شده با حرارت» در سال ۱۹۸۲ در آلمان اعلام شد ( ,0670۷ 
8 این میکروارگانيسم‌ها ابتدا در جنس 20611/145 قرار گرفتند» اما 
در سال ۱۹۹۲ ایجاد یک جنس جدید به نام ات۸109 
پیشنهاد شد که شامل گونه‌های ۸۱۱۵09661۲5 
یر ۱2 کااع ۸۱۱۵۵/۵0۵ 
ک ۵۵0 »۸۳۵۱۵ می‌باشد ( ,اعاماتعظ 
4 این جنس شامل باکتری‌های گرمادوست و اسیددوست» گرم 
مثبت» هوازی» غیربیماری‌زا و تولیدکننده اندوسپور می‌باشد ( 20 
4 ,108 220). گونه‌های :]۸/۵۵/۵۳۵1 به عنوان باسیل 
های گرم مثبت» گرما دوست. اسیدوفیل تشکیل دهنده اسپور دارای 
اسیدهای چرب حلقوی به‌عنوان جزء اصلی غشای سلولی مشخص می - 
شوند (2010 ,.۵1 6 عم : 2007 ,.۵1 ۵1 0010). اسپورها می‌توانند از 
عملیات حرارتی مرسوم مورد استفاده در فرآوری مواد غذایی محصولات 
اسیدی زنده بمانند و ترکیبتی مانند گایاکول (۲- متوکسی فنول) 
(1997 ,۳۵۱۱0۳6۲) و ۲,۶ - دیبروموفنول (1997 ,211۳08210) تولید 
کنند که هر دو مسئول تشکیل بوی فنولیک یا ضدعفونی کننده در 
نوشیدنی‌های اسیدی هستند ( ,.۵1 2 0010 :2010 ,.۵1 6۶ >2721ا([ 
3 .1 6 ۵02 ۷۷ :2008) منشاً اصلی این باکتری‌ها خاک می‌باشد 


و از طریق میوه‌های آلوده به خاکی که فرآیند شستشو را به خوبی سپری 
نکرده‌انده به خط تولید و تحهیزات واحدهای تولیدی وارد می‌شوند 
(2004 ,عصهک؟ 0صد عصدن)). طی بررسی‌ها مشخص شده است که 
این باکتری‌ها بیماری‌زا نیستند ولی مواد حاصل از فعالیت زیستی آنها 
باعث تغییر طعم و بو همراه با رسوب يا بدون رسوب, تغییر رنگ 
محصول و ایجاد کدورت می‌شود. این امر باعث غیرقابل مصرف شدن 
محصول و خسارت به تولیدکنندگان می‌شود ( ,.41 6 956۲ع5)0] ت51 
199 آلیسایکلوباسیلوس‌ها در فعالیت آبی (م2) بیشتر از ۰,۸ قادر به 
رشد هستند. همچنین این باکتری‌ها باعث متابولیزه کردن قندها بدون 
تولید گاز می‌شوند ( 2007 ,./» 6 ۷۵16012). طی پژوهش‌های بیشتری 
که انجام شد گونه‌های /۸۵/096 را در آب‌میوه‌های 
پاستوریزه. پالپ میوه‌هاء آب‌میوه‌های گازدار, آب ایزوتونیک و کنسرو 
گوجه‌فرنگی شناسایی کردند (2000 ,ع26 وتا 0صه و211 ۷۷). 

تشخیص فساد ناشی از این میکروارگانیسم دشوار است. وجود این 
باکفرین در آب موه یس سکن ات تولیة روت گم کل وان نود 
گاز نمی‌کند. اغلب. تنها شواهد تغییر مزه دارویی یا فنلی در فرآورده 
است (1998 عأله۷). کشف برخی از اندوسیورهای 
»۸۵۵۱۵۳ به‌عنوان تنها سلول‌های میکروبی موجود در 
محصولات فاسد شده نشان می‌دهد که رشد میکروبی و متعاقب آن 
تشکیل متابولیت‌ها قبل از پاستوریزاسیون اتفاق افتاده است. جوانه‌زنی 
اسپور ۸۵/۵۳۵61145 تنها درصورتی رخ می‌دهد که شرایط 
محیطی مناسب ایجاد شود. به‌همین دلیل, موارد فساد تایید شده تعداد 
کمی است (2018 ,.۵ ۵۶ 006608 با توجه مشاهده آلودگی‌های 
متعدد به باکتری‌های ترموفیل در کنسروهای رب گوجه‌فرنگی و 
مشکلات پیش آمده برای صنعت پژوهش حاضر به‌منظور پایش و 
بررسی آلودگی میکروبی کنسروهای رب گوجه‌فرنگی تولید داخل کشور 
درتمامی برندها و احتمال شناسایی باکتری 406026715 
۸۱۵/۵9 درآنها و تشخیص نهایی آن توسط آزمایش‌های 
مولکولی انجام شد. 


مواد و روش‌ها 
محیط‌های کشت و کنترل عملکرد آنها 
2 طض]-0 صمطم‌اتامنا و 1070560 خریداری شد. جهت 


۱۳ 
طامعظ هو عصهعن -2 


اطهری نیا و همکاران. بررسی آلودگی میکروبی کنسروهای رب گوجه‌فرنگی در ایران و جداسازی و شناسایی ... ۷۴۹ 


کنترل عملکرد به روش کیفی تک لوله‌ای انجام شد ( ,11133 150 
214 

به‌همین منظور از ۵ سویه ,9لاع۳ع» کباااع0ظ ,زاه» 7۶ 
1۵0100 ,50۵161 ۵۱0۵۳۵65 ,6056 ]۵6101۵631 
1 جهت کنترل کیفی محیط کشت 55 از سوش‌های 


۵ کلااااع0ق . دلآ۱۱63۵1۵۲0 ۵60۷05۲06 جهت 
کنترل کیفی محیط کشت 1۸۸ و از سوش‌های 566/۱۵۲۵0۳76 
و9۲۵۱ ۸۵6۲11 ,6۳۵۷۹۱۵ جهت کنترل کیفی محیط 
کشت ٩2۸‏ استفاده شد. پس از سپری شدن مدت زمان گرمخانه 
گذاری محیط‌های کشت از لحاظ عدم رشد. رشد ضعیف رشد خوب 
بررسی ‏ شدند. . برای ‏ آزمون قابلیت انتخابی از 
58 )۲۲ /۲.60 با نتیجه مهار کامل استفاده شد. 


روش آزمون 

۶ نمونه کنسرو رب گوجه‌فرنگی به تعداد ۱۸۴ قوطی ۸۰۰ گرمی 
از سطح بازار خریداری شد. سپس نمونه‌ها در دو دمای ۱۳ ۳۰۹۵ 
به مدت ۱۴روز و دمای ۵۵۹0۱۹6 به مدت ۷ روز گرمخانه‌گذاری 
شد (2016 ,2326 (180). پس از پایان دوره گرمخانه گذاری و رسیدن 
دمای نمونه‌ها به دمای محیطء وضع ظاهری کلیه نمونه‌های 
گرمخاه کناری شده از نظر وجود نشتی و یا بادکردگی بررسی شد. 
همچنین تمامی نمونه‌ها از لحاظ 0۳1 فرآورده مورد بررسی قرار گرفت. 


جستجوی باکتری‌های مقاوم به اسید مزوفیل 

۲ میلی‌لیتر از هر آزمایه مخلوط شده به دو لوله» (هر لوله 01 ۲) 
دارای محیط کشت ۵58 (از هر ۴ برند محیط کشت برای هر نمونه ۸ 
لوله) افزوده شد. پس از مخلوط کردن محیط کشت و نمونه, لوله‌ها در 
دمای ۱۹ * ۲۰۳۵ به مدت ۲ تا ۵ روز گرمخانه گذاری شد. پس از 
پایان دوره گرمخانهگذاری با توجه به اينکه رب گوچه‌فرنگی باعث 
بوجود آمدن کدورت در محیط کشت می‌شود. بنابراین برای تمامی لوله 
هاء با استفاده از لوپ سترون بر روی محیط کشت 058۸ ۱ کشت خطی 
داده شد. سپس پلیت‌ها در دمای ۱ ۶ ۲۰۳ به مدذت ۴۸۵8 
گرمخانه گذاری شد. پس از سیری شدن مدت زمان گرمخانه گذاری 
پلیت‌ها از نظر رشد کلنی بررسی شد (2016 ,2326 1150) 


جستجوی باکتری‌های مقاوم به اسید ترموفیل 
۲ میلی‌لیتر از هر آزمایه مخلوط شده به دو لوله» (هر لوله 1 ۲) 
دارای محیط کشت ۵98 (از هر ۴ برند محیط کشت برای هر نمونه ۸ 


لوله) افزوده شد. پس از مخلوط کردن محیط کشت و نمونه, لوله‌ها در 


2 5۵۳ عصهع0 -1 


دمای ۶۱۹ ۵۵۲0 به مدت ۲ تا ۵ روز گرمخانه گذاری شدند. پس از 
پیان دور گرمخانه گذاری بر روی محیط کشت 1۸۵ (هر ۴ پرنده برای 
هر نمونه ۸ پلیت) کشت خطی داده شد. سپس پلیت‌ها در دمای 
۵۵036 به مدت ۴۸۲ گرمخانه‌گذاری شد. پس از سپری شدن 
مدت زمان گرمخانه‌گذاری پلیت‌ها را از نظر رشد کلنی بررسی شد 
(2016 ,2326 190 


جستتووی کیک و مجمق 

۲ میلی‌لیتر از هر آزمایه مخلوطشده به دو لوله» (هر لوله لصد ۲) 
دارای محیط کشت 01 افزوده شد. پس از مخلوط کردن محیط کشت 
و نمونه, لوله‌ها در دمای ۲۵۹0۱۹ به مدت ۲ تا ۵ روز گرمخانه 
گذاری شد. پس از پایان دوره گرمخانه‌گذاری با توجه به اینکه رب 
گوجه‌فرنگی باعث بوجود آمدن کدورت در محیط کشت می‌شود بنابراین 
برای تمامی لوله‌هاء با استفاده از لوپ سترون بر روی محیط کشت ۲ 
کشت خطی داده شد. سپس پلیت‌ها در دمای ۶۱۳6 ۲۵۲۵ به 
مدت ۵ روز گرمخانه گذاری شد. پس از پایان زمان گرمخانه‌گذاری» 
پلیت‌ها را از نظر رشد کلنی بررسی شد (2016 ,2326 150 


شناسایی به روش مولکولی 

شناسایی نهایی گونه‌ها با انجام آزمون‌های مولکولی براساس پرایمر 
اختصاصی طراحی شده با (0.4.0 عمنعه۲) )نامصا دتعصتظ طبق 
جدول ۱ انجام شد. این آزمایش‌ها درسه مرحله استخراج 10۳۸ انجام 
واکنش زنجیره‌ای پلیمراز و اکتروفورز انجام شد 
(2009 ,.61 6۶ 0۲06067۷210)). فرمول مواد مورد استفاده برای واکنش 
۴ در جدول ۲ آورده شده است. برنامه دمایی استفاده شده برای 
۴ در جدول ۳ آورده شده است. الکتروفورز روی ژل آگاروز ۱ درصد 
انجام شد. با استفاده از روش ۳۴ کلنی‌های رشد کرده از لحاظ 
تشخیص برای دوگونه باکتری کته »هه عسااههطا هآ و۸ 
و 60086001615 300111105 مورد بررسی قرار گرفتند (شکل‌های ۱ و ۲). 
آزمایش‌های مولکولی گونه رفرنس ]۸/۱06/۵61 همزمان انجام 
شد و پس از به‌دست آوردن باند قابل قبول محصولات ۳0 توالی 
پایی و عملیات 38181۲ در ۱0۳51 صورت گرفت و شناساین تموتهها 
تا مرحله جنس و گونه انجام شد. 


2- 52۳000۵۱۷ ۱۵۵۲0۵۹۵ ۸۲ 


۱۷۵۰ 


نشربه پژوهشهای علوم و صنایع غذابی ایران» حلد ۱٩‏ شماره ۰۵ آذر-دی ۱۴۰۲ 


جدول ۱- پرایمرهای اختصاصی طراحی ده 
٩0۵01110 ۹‏ 6912۳860( -1 12۳016 


اندازه توالی توالی‌های نوکلوتیدی آغاز گر 
6 00۵۵۵۵ ات ای 2 ۱۱/۵ و۷ 
680 0۲۲00۸00000۸0۸0۵ 57 ۳- 1006210271105عض .مداخ 
680 ]0۸00000۲۲۲0۸۵۵۲۵ 57 - داتیم1006210م۸ .متخ 


جدول ۲ فرمول استفاده ننیده برای مخلوط واکنش ۱4 
۵ ۰۵2۸610 ۳ عظ) 1۵۲ 0عونا ما10 16 -2 م1201 


(ا)عصص]0 ۲۷ 


10 


0 


12۳ 
ت رکیبات 
01۷۵۵ 

اب دوبار تقطیر 

بت تماه]۷ 
مخلوط واکنش 
۳۲ 16۲زظ 
آغازگر ۳ 
۴ ۳۱۳۵۵۲ 
آغازگر *1 
۸ 69001216 ]1 
تمیلت 1۱۲۸ 
او 
مجموع 


جدول ۳- برنامه دمایی استفاده شده 
0 ۳۲0۵۵۲۵1۱۱ 61۳00۵۵۲۵1۲6 ] -3 12۳016 


عصز[ 0 0 ۱ 
زمان برنامه دمایی ۳۵۶ (0) 
70۳ جمتحساقصمل اهتانم] 
وت و ِ دناتوراسیون اولیه 
5 انیه (5۵0000) 5و تن 
وراسیون 
۱ عصتاحعصوض 
5 ثانیه  )86066040(‏ 60 آنلینگ 
5 خانیه (3 و ایرفان۱ ۱3:۹۱ 
نیه (9666040) گسترش 
۱۱۱۱۵۵۵ 
۲ ۲ اارفات ۱3۱۱۳۰۱۵۹۱۵۱ 
5 دقيقه (صتص) 12 


تجزیه و تحلیل آماری 

داده‌های به‌دست آمده از پژوهش توسط آزمون‌های آماری توصیفی 
و استنباطی در نر‌افزار 5۳55 نسخه ۲۲ مورد تجزیه و تحلیل قرار 
گرفت. رسم نمودارها توسط نرم‌افزار اکسل نسخه ۲۰۱۳ انجام شد. 


از تعداد ۴۶ نمونه تهیه شده با تاریخ تولید و سری ساخت‌های 
متفاوت» در مجموع تعداد ۱۸۴ قوطی کنسرو رب گوجه‌فرنگی تعداد 


گسترش نهایی 


۸ نمونه از لحاظ آلودگی به باکتری‌های مقاوم به اسید ترموفیل مثبت 
بودند. با توجه به تعداد نمونه‌های آلوده مشخص شد که ۶۰/۸۶ درصد 
از نمونه‌هادارای آلودگی با باکتری های مقاوم به اسید ترموفیل هستند. 
هیچ یک از نمونه ها آلودگی به باکتری های مقاوم به اسید مزوفیل و 
کیک و مخمر را نشان ندادند.۳1 اندازه گیری شده تمامی نمونه‌ها بین 
۳ تا ۴ و در محدوده استاندارد فرآورده بود (761,2016 1۳50). 


بررسی مورفولوژیکی 
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کلنی‌های رشد کرده روی محیطکشت 1۸۸ از لحاظ 


مورفولوژیکی بررسی شدند. برای بررسی‌های بیشتر رنگ‌آمیزی گرم 


انجام شد. تمامی کلنی‌های رنگ‌آمیزی شده از لحاظ مورفولوژیکی 
شکل باسیل‌های استوانه‌ای گرم مثبت (شکل ۱) را نشان دادند. 


شکل ۱- باسیل‌های گرم مثبت استوانه‌ای مساهده شده در رنگ‌آمیزی گرم 
اهاز هی ما 0ع وهای ناانمده ۲۵)لو0ص وی اممز نون -1 ۲۱2۰ 


نتایج آزمون‌های مولکولی 

طبق نتایج به‌دست آمده حاصل از توالی‌یابی با پرایمر طراحی شده 
در داده پایگاه 0۳1 مشایهت ۱۰۰ درصد با توالی‌های ثبت شده را 
نشان داد (شکل ۳) که همگی سویه‌های مختلف از گونه 
باکتریایی 0206۵10675 ۸۷۵۵/۵095 می‌باشند. هیچ کدام 


00 ۵۰ 


از سویه‌ها گونه »0 ما20 تشخیص داده نشدند. (در 
نمونه‌های ۸۰ و ۲۵ کشت روی پلیت کلنی‌های تیپیک و مناسب 
مشاهده شد و در کشت مایع کدروت ناشی از رشد باکتری به‌صورت 
کاملاً مشخص و واضح به‌دست آمد (شکل ۲ بنابراین به‌صورت 
تصادفی به‌عنوان نمونه‌های منتخب جهت انجام آزمون‌های مولکولی 


اد 
(60 ,541) ۲زا 
5 ۰ ۲ 
شماره نمونه شماره باند 
(1) 80 م«صملوت 1 
کلنی ۱(۸۰) 
(2) 80 10110[ 2 
مایع ۸۰ (۲) 
(2563 «صم[م0 3 
کلنی ۳(۲۵) 
سیِ 4 
کنترل منفی 


شکل ۲- باندهای به‌دست‌آمده در ژل الکتروفورز برای نمونه‌های منتخب ۸۰ و ۲۵ باند شماره > کنترل منفی می‌بانشد 
۱6۵2۸1۲۰ ۳6) ور 4 «۵حاصصا مصوه ر25 200 80 ومامر‌صصهه ۵60و ۱۵۲ آمع ونوه۲مصن00۵ع۱ع صز 0عصنهطا0 وصوها 1 -2 ۲1۵۰ 


۷۵۲ نشربه پژوهشهای علوم و صنایع غذابی ایران» حلد ۱٩‏ شماره ۵. آذر-دی ۱۴۰۲ 


(60 ,541) ت۸1 

۷۰ ۰ ۰ 

شماره نمونه شماره باند 

6 0100 کلنی ۶ 
2 01007 کلنی ۱۲ 
4 0 کلنی ۱۴ 
5 0108۷7 کلنی ۲۵ 
0 دمآ کلنی ۴۰ 
7 طمه) _کلنی ۴۷ 
1 ۵100 کلنی ۸۵۱ 
2 0100۷ کلنی ۷۲ 
0 007 کلنی ۸۰ 


- کنترل منفی 


بت ایا نیح ام ای الب |مم | صا 


(‌ 
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شکل ۳- باندهای به‌دست‌آمده در ژل الکتروفورز برای نمونه‌های منتخب طبق جدول بالاه باند شماره ۱۰ کنترل منفی می‌باشد 
6 19 10 ماه ده و290۲ 42۳016 عظط) 6۵ هصتا 2660۲ ومام‌صهو 0۱666۵0 بم وزوم ماه امعم مز 0مصنه)ط0ا۵ و0صفظ -3 .م۲1 
0۵ 0682101۷6 


نتایج کنترل عملکرد محیط‌کشت‌های 1۸۸ 098 

پس از بررسی پلیت‌های مربوط به محیط کشت 058) مشخص شد 
که دو برند 01612 ,1076560 بهترین کیفیت و برندهای ۲۱۱۱۷۳۲۲۸ 
و 011106۳0 ] در رده‌های بعدی قرار دارند. و پس از بررسی پلیت‌های 
مربوط به محیط کشت ۸۸ مشخص شد که همگی محیطهای کشت 
دارای کیفیت مناسب بودند. 


باکتری‌های ۸۳۵/۵9۵6115 به‌عنوان یک مخاطره برای 
صنایع غذاهای اسیدی پاستوریزه به‌شمار می‌آیند. این باکتری‌ها از 
طریق میوه‌های آلوده به خاک به تجهیزات تولید کارخانه‌هاء در نهایت 
به محصول راه یفته و با تولید متابولیت‌هایی نظیر گایاکول باعث ایجاد 
طعم نامطلوب در محصول می‌شوند (1998 ,ع۷۷155). دمای پاستوریزه 
معمول نمی‌تواند این باکتری را از بين ببرد. بسته به نوع فرآورده» دمای 
نگهداری و تعداد اولیه باکتری در میلی‌يت ایجاد طمم بد یا بوی 
نامطبوع می‌تواند در نتیجه تکثیر باکتری‌ها و تشکیل مواد از نوع فنول 
مانند گایاکول باشد (2003 ,)620۳87 باکتری کاع۸۱:۵(۵/096 
عا 6۱006۵100 توسط اوسوپال و همکاران (2016 .61 61 
6 از آب پرتغال جداسازی شد. در پژوهشی دیگر که توسط 
فرانسس چینی و همکاران در سال ۲۰۱۵ انجام شد از ۲۵ نمونه رب 
گوجه‌فرنگی و پوره گوجه‌فرنگی» ۱۶ نمونه (۶۳ درصد) در مجموع از 
نظر حضور باکتری‌های ۸۷۱06/09۵6/]1»5 مثبت و ۲۶ درصد نمونه‌ها 
منفی بودند (2015 وله 6 نطنطعع»هه۳۳). باکتری‌های 
۸/6/۵۳۵5 در تمامی مراحل تولید رب گوجه‌فرنگی از پوره تا 


محصول نهایی حضور دارند. این موضوع با پژوهشی که توسط بختیاری 
و همکاران (2018 ,اه ۶ نتع/تا21) انحام شد. تایید گردید. 
همچنین در پژوهش گروین والد و همکاران ( ,.1 6 0۲06067210 
89 نیز تایید شد. مشاهدات دیگر توسط دین هارد و همکاران در 
سال ‏ ۱۹۸۷ نشان داد که باکتری‌های عمراه»هط9ه1و/۸ 
6016۲5 در دمای کمتر از ۳۵6 و تا حدود ۵۵۳6 رشد می 
کرد و «بانهلآههه هه »۸۱۵۵/0۵ در دمای ۲۵۲۲ تا بالاتر 
از ۵۵۳6 هم رشد می‌کرد (1987 .21 6۲ 4تقطصنعد1). لوتیسی و 
همکاران (2006 ,.۵ ۵1 تعنلام])» گونه‌هایی از 5انع۸/1096را 
از گوجه‌فرنگی و فرآورده‌های میوه‌ای جدا کردند که گونه‌های جدا شده 
از فرآورده‌های گوجه‌فرنگی از نوع 
دمه006۵ و گونه‌های جداشده از فرآورده‌های میوه‌ای 
گونه‌های 
ات006۵ در دمای ۳۷۹۵ ۰۴۴۹ ۵۵۹0 و ۶۵۲6 رشد 
کردند» ولی گونه‌های «۵60016776:/71 در دماهای ۳۷۹ ۴۴۹ و 
#0« رشد کردند. همچنین نتیحه اندازه‌گیری مقاومت حرارتی نشان 
داد که گونه‌های جدا شده از گوجه‌فرنگی مقاومت حرارتی زیادی داشتند 
و 1105 معادل ۰۱۵/۲ ۵,۰٩‏ و ۶۲۴ دقیقه را نشان دادند. همچنین 


۸۱۱66۵۵ 


601۳۳ ۸۱۱06۱0۵ بودند. 


مختلف و مقاومت حرارتی سویه‌ها را نیز مورد بررسی قرار دادند ( 1» 
6 ,. اعثلام]). متابولیت غالب در ارتباط با باکتری 
۸/36/۵۳۵6 گایاکول (۲-متوکسی فنل) می‌باشد که بو و طعم 
مشابه ترکیبات دارویی و مواد ضدعفونی کننده و همچنین بوی فنلی 
دارد. در مطالعه انحام شده روی سویه‌های بومی جدا شده از فرآورده 
های گوجه‌فرنگی ثابت شد که باکتری‌های دارای خواص ترموفیل 


اطهری نیا و همکاران. بررسی آلودگی میکروبی کنسروهای رب گوجه‌فرنگی در ایران و جداسازی و شناسایی ... ۷۵۳ 


مانند 6۱00601007::۵ه »۸۱001006 در دمای ۹ ۶۵و ۷۰۹۵ 
رشد می‌کنند و در دمای ۳۰۹ رشد نخواهند کرد (2015 ,.1» ۶ 
تصتطع5ع۳۲2۲6). 

در پژوهش حاضر تمامی سویه‌های جدا شده براساس انجام 
آزمون ۳0۴ و توالی‌یابی گونه 0076هع20نعه رهم۸0۵9 
تشخیص داده شد و با توجه به اينکه اين باکتری در ابتدا از خاک 
جداسازی گردیده (2000 ,.41 0 عدا0عاو۸10) حضور آن در گونه 
های شناسایی شده این پژوهش ممکن است حاکی از آلودگی مواد اولیه 
به خاک باشد. همچنین توالی‌هایی با طول 00 ۵۰۰ - ۴۷۱ سکانس 
شدند و درصد مشابهت این ایزوله‌ها با گونه‌های ثبت شده در پایگاه 
8 ۱۰۰ درصد مشخص شد. در تحقیقی که توسط گروئن والد و 
همکاران (2009 ,.۵1 6 0۲0606۷7۷210)) انحام شد نتیجه توالی‌یابی 
قطعات 00 ۷۷۸-۱۱۱۹ در سه جدایه از خاک بشکه‌های سر که و پوره 
گلابی پیش پاستوریزه شده درصد مشابهت ٩٩‏ درصد- ,۹۸ درصد را 
با سویه «یاه010ع600ه وبآنع۸/:۵/006 نشان داد. از آنحاکه 
پباکتری‌های 106010407»5عه ۸/0966 اولین‌بار از خاک 
جداسازی شدند وجود این باکتری‌ها در محصول حاکی از آلودگی مواد 
اولیه به خاک می‌باشد. در تحقیقی که توسط دوپرادو و همکاران ( 10 
09 .1 ۶ 0۲۵200) 
»۸۱۱/0۳ در آب پرتقال انجام گرفت مشخص شد که استفاده 
از ۷-6[ باعث کاهش تعداد اسپور و تشکیل بیوفیلم بر روی گونه‌های 
تحت آزمون به‌ویژه گونه‌های ۵006010675 .۸ شده است. 


روی تأثیر اشعه ۲۳۷ بر گونه‌های 


همچنین بختیاری و همکاران (2018 .41 » ند تال1ظ) مشخص 
کردند که با توجه با مقاومت حرارتی بالای این باکتری» احتمال وجود 


منابع 


باکتری‌های ۸116(61006111:»5 در تمام مراحل تولید رب گوجه‌فرنگی 
وجود دارد و دمای پاستوریزاسیون ۲۳ ۹۵۹6 درجه در زمان ۲۰ 
دقیقه در حذف کامل این باکتری موثر نمی‌باشد. 

بیشتر باکتری‌های ترموفیل 
ملازمهطاماه تنل جز باکتری پاتوژن قرار نمی‌گیرند. وجود آنها در 
مواد غذایی ممکن است باعث بدطعم و یا بدبو شدن مواد غذایی شود 
ولی خطری برای سلامت مصرف‌کننده ایجاد نمی‌کند. بنابراین به‌منظور 
کاهش خطر فساد و به‌منظور جلوگیری از رشد اسپور باکتری در صورت 
وجود در فرآورده. قرار نگرفتن فرآورده به مدت طولانی در دماهای بالا 
از اهمیت اساسی برخوردار است. همچنین انجام خنک‌سازی سریع پس 
از عملیات حرارتی و نگهداری محصول دردمای کمتر از ۳۰۳6 درجه 


اسیددوست مانند خانواده 


برای از بین بردن اسپورهای اين باکتری به‌خصوص در فرآورده‌های 
اسیدی مانند رب گوجه‌فرنگی نیاز به بررسی‌های بیشتر و دقیق‌تری 
می‌باشد که امید است در آینده مورد پژوهش قرار گیرد. 


سپاسگزاری 

این مقاله حاصل طرح پژوهشی مشترک گروه پژوهشی 
میکروبیولوژی و بیولوژی پژوهشگاه استاندارد و گروه پژوهشی منطقه 
ای استاندارد کرمانشاه می‌باشد. بدین‌وسیله از همکاری گروه پژوهشی 
میکروبیولوژی پژوهشگاه استاندارد 9 اداره کل استاندارد کرمانشاه تشکر 
و قدردانی می‌نماييم. همچنین از شرکت رژین‌تاک به عنوان کارفرمای 
این طرح نیز کمال تشکر را داریم. 
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-266 ,(42)3 ,دعه۱۵۵ ۷۱۵۵ ۲۵00 ]۵ ول ۱۱۵۱۱۵0۵ ۵6۷6۵۵65 4ج وععتیاز اصعتع11 حم .ود ۸۱06/۵9۵6 
3 /609://001.012/10.1016 291۰ 


٩0011228 0۷ ۸۱۵۵۵۵۵‏ وامت0۳00 1082260 2015(۰) .ظ ۷۰ ,۲۲۵۷101 ع وین ر10186ظ ر.ظ ئللهصهع۷2 ر.ظ رتصتطم۳۲۲2۵66 . 


۰ ع] 19012 مه وهتامو عاطاتاامو لقام) عطع گم ممتاعصیظ ه وه اصمومعم «الحاهه دمعممو ۵۶ تاه مصاه 0و :5۵۵ 
۰ ,(3)1 ,6۷۵۵65 ۳۲۵065 ۳۵۵۵ ۱0۱۵ ول 


5 :1 0۴ ۳۲۵۵0۹۵1 2007(۰) ۸۵ بقاما۷0 ع ...9.۰۲ مه بیک مقاازتا۲ وب بقتهطهعظ ,.۷ ,0اقک ویک بهلت۱۷]00 ریک رماهت) . 


ب.0۷ 50 ق۵0 ۸۷۱۵۵۵۵ نهتمامهه مصتصماموومصه رمتاتطامم0نمه ,متاتطاممصصمطا «اعیجعمصظ ۵ 
11۵6۲۵0۹۵0۳۵8 ]۸/۱۵۵/01۵ ,۵۷۰ .50 ک80۵5ع ۱0۵ ]۸۱۱۵۵۱۵۵۵ ,۵۷۰ ٩0۰‏ ما00 ۸۱6۵/۵9۵6 
0 0۵ ۲۱۱/۵۳۱۵۱۵۱۵ 0۵۷۰ظ .5۵ ککع ای ۸۱۱۵۵/0۳۵ هه .هط .5 هی ۸/۱۵۵/۵9۵ .۵۷ .50 

۲۲۵۹://001.01۲82/10.1099/1[8.0.64692-0 1276-1285۰ ,(37)6 ,وهاهاض۱۵۵9 ۸ عه تساه اه ٩۱۹۵۱۱۵۱۱6‏ 


م8 ۵ ممتله0 1062 2008(۰) ۱۷۲۰ رحتها عک ری بهمهنن۲ پنک بقتقهط ۲0 ,.۲ بقل۷۷282 وب باعل ریک ,ماهت) . 


,(46)3 رو۵0۵۵08 ۲/۱۵ ۸۵۵۱۱20 ۱ ۲۵۲۵75 05۰تهطع۳ه تباظ مومصهمهآ م۹۵۷۵ 0۶ ٩011‏ عمط مرمع 19012660 20۱۵۲12 منانط201000 
6 111/141727 005://001.078/10.1 .289-294 


۶ صمته‌ننها مه ممتاه‌تاممل1 رجمتاعامع؟ ,(2009) ) نک رصطتاطز ۷۷ ک ریق .ظ ما00 ماگ ۷۷۰ ب0۵۵۷214ن) . 


۳0۵۵ ]۳۱ عطع فص 5011 عمط مگ فصتداه هام00 ۸۱۱۵۵/۵9۵ 230 062016۳۲395 ۸۱66/۵966 
6/8 ۱0://001:.012/10-101 71-76۰ ,(26)1 ,جوهاه۵ز۱۷۱۵۲۵1۵ ۲۵۵۵ .۸162 طاتام صا کممطمم وم 


0۰ )۵9 4ج فصمتاه)لموو٩‏ - تناو لقتهتمصصمن -1۵008 لمصصمت ۵۴ ۱۷۲۱۵۲۵۵1۵0102 2016(۰) ,2326 1۳90 . 
0۰) ۱۷۵ )169 مه فصم)همنگمعمق-عافدم متقعدم) 0مصصد) 2016(۰) ر761 1۳90 . 
صرح هدما رصمتامنل0ع0 بصمتاه۳۳۵۵2 -- 7/2 240 1660 لقصتصحه رل1۵۵ ۵۶ ومامزطامتع۷ ,(2014) ,11133 190 . 


7 هنن 01 عصتاوما ممصهصصم۵م 


۸۱۱۵۵۵۵۵ 01 وع0۲وو نصا ما 2010 فیامعملط طز۳ صمحطاهع1۴ ,(2010) ,1۲.۳۲ رعصقک عک ویگان9 بلالاک .9.۲ مممص . 


164-۰ (5)2 ,۷۵۵00۵۵۵0 ۸۵۵۱۱24 ۱ ۲ع۳ع عماوج صه . هه طمتقهمم‌ونه ‏ ویاممنامه. طاً 060066 
2.6 ۲05://001.0۲2/10.1111/1.1472-765 


ماقصصما صم 0ماقامو1 تااتمهطماه تاه گم باه مه طم۵۵۵20۵112۵ 2006(۰) ما رلط0120ظ عک .۷.۲ بل۲۳۵۷1 و) بلتلا1 . 


0۵۸۰ 0۱۱6۵۳۷۵ ۲۱0۹۹۲۱۵ ۰[ط0)هصتحصهاومع لدمنع ۵101۵ جقاعنل0۲0 اتب لمح ماطاماععع۷] و2۳۵0 


امملجصع060ص1 مه )صم‌مموم مایت ,(2016) .۲ روطمزماصتون) ی رل یامه نا ما۷۷ فرظ رملهممون . 


,56 ,۱۷۱۵۲۵0120۱08 ۲۵۵۵ .وعمیاز نبا آهزمتمجصصمومی 0ع/مصتصحاومن ها دمنمعهد ۸/۱۵۵/۵۵۵ ۵۶ همناهع91011ع10 متصطمصعع 
4 ( ۳ /01009://001.012/10.1016 .21-28 


... م۷۵ ,۱0۲0۷۵ بیش مقطلاوهو1 .1.۳ 5۵00۲206۷۵ و.ظ.۷۲.] ب00۳0۷۵] 1.۷.1 ,020200۷۵ظ م.ت) ,15212۷160 . 


آک صتحاه ‏ مه۱۵۳۵۱۱۵۵۳ .مدای کومک,دمصک۵۱۵ ح 6۵/۵0۵۵ 0۶ ۲۵۵12551116200 2005(۰) ۲:۰ ملتطاه‌تقط21 
۸/۱۵۵/0۵5 وج 1996 .21 6۲ عصمع‌نانا کهد000 از هک مج .هط .هد کصهعاه۱ ۸۱۱۵۵/۵9۵ 28 
۴ هل 1۵۱۱۵0 ۸۱۱۵6۱۵0۵۵6 قتاصعع قطا ۶ه عمتام00:ع0 060جمصصه صرح .امه .رصم کون00020 50/۲ 
06005://001.0182/10:1099/1[6.0.63300-0 .941-947 و(2)دد روهاه زا۷۱۵0 مه تیاو وه ۱۳5/۵۱۱۵۱۵ 

۶ طمتاهمصصننجه مه ممتاه‌مام فطا 10۲ ومطع۷ ,(1997) ,۷۲. رصم ی را بط0علصاطون وملت) متعطامتلاع۳ 
-ععلناز اتح جح ممنیاز اتب صا کصتدا ۵۶ میالم مج همع ۵۶ حمتامعتاده۷ص1 مه فتتاوههمامللمه ههام00 
 24)3(, 185-189. ۰ )6۵8://001.0۲2/10.1046/1.1472-‏ رروهاماط9ا ۷/۱۵۵‏ ۸۵۵/۱64 7 . و«عاع . .ععلصتی .. مصتصتداجمن 
0 7۸ 

۷۵۱۵۵ 04 ۲۵۵0 ,ناهفصا ممتیاز فط ما فالتمح‌طاماه پمنله ۵۶ امجم .(1998) 1۱۱.۳۲۰ رتعووعم)ف) 5۵11 
585-۰ ,16 ,071/1011011 

۱۱۵۷ ,6مط5 .ع]]ع۵ ۸۱۱۵61012 2007(۰) .1 ,0ا )00‏ ,.1 رللتا۲ یه هام۷0 


24 


25. 
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اطهری نیا و همکاران. بررسی آلودگی میکروبی کنسروهای رب گوجه‌فرنگی در ایران و جداسازی و شناسایی ...۰ ۷۵۵ 


۷۲ ۶ 0۵۱7۱۵( .ععمنیاز بط ما دادما منم فاللتمع‌طاماهبمنله ۵۶ ممتتقاهع1 2000(۰) یک رماجوناطن ک ربا ,۷۷15 .27 
26/835 ,6۵۹://01.078/10 .1115-1120 ,(3)5ه ,۲16۵0۳061 

2160 ۵۱۱4 ۸9۳۱۵۱۵/۸۵ .ماه تفمحصصمطا حصم متمامدها متلتطاممصصمط-00مه ,(1967) .9 رانا عک .۲ ممصتطاهن] .28 
10 ۸0۹://01.0۲8/10.1080/00021369.1967ظ .817-822 ,(7) 5 ,رامع 

۰ 0۵0۵4 ۲ ۲۵ ۹0۱0۰ صمتاه تما متفه ومصتصتاهيم همه ع۲اممموتمم آهع0۲1)ونط-فااتمداماه نله .(1998) :1 ,۷۷/2115 .29 
9 10 /۲۵05://001.0۲2ظ . 499-503 ,8 7 ,5011316011010 

وال ۳0 020۲۵۲۵ ۲۵0-9۳۵۵60 رعتاتطام20100-مصصعمط رممتمگع ۵۲و ۵ ممتاحتعصصنصه صه 1501208 :(1998) ,۸ ,۷۷1886 .30 
-105://001,0۲8/10.1016/50079 .304-509 و8 و۵00 ۱۵۱۵ ۲۵۵2 مر .عمجم هه مصلووع0۳06 
تجعنجمی 0صه فطع11 6352)03(80014-0061 

ط مادم ممتلهنهوعو متامصمممممصاصصظا ب(2013) بن) پتاللا ‏ پیک بلق ور بطتقلال وا هلال و.ل ,۷۷2۲82 ,.2 ,۷/292 .31 
,(6)12 ,67۵ ۵8( .ععنناز عامصرج صا فتتاوه‌تمام0نم2 فلاتمدهاماهمنلظ ۵۶ عمتامع۱ع0 مطا م۶ ممنامقع؟ صتقطه عفهععصه راهم 
۸05://001:0۲8/10۰1016/50079-6352)03(80014-0ظ :682376 


